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Dispositivo di elettroporazione per la permeabilizzazione di 
cellule (C) contenute in un substrato (12.) comprendente un 
generatore di segnale (3) per generare un segnale dx . 
stimolazione (S(t)) applicato per mezzo di elettrodi (6, 7) ai 
substrato (12) in cui viene indotto un campo elettrico (E (t) ) 
Che permeabilizza le membrane delle cellule. II dispositive 
calcola e controlla (15, 16, 23) il valore istantaneo oppure 
il rapporto GT tra la corrente (ie) che fluisce attraverso il 
substrato (12) e la tensione (Vp) del segnale di stimolazione 
(S(t)) applicato al substrato (12); in particolare il segnale 
di stimolazione viene applicato in modo modificato secondo la 
: forma della porzione iniziale della forma d' onda di una curva 
iCoT che rappresenta il valore del rapporto GT in istanti 
-successivi dopo 1' applicazione del segnale di stimolazione 
(S(t)) II sistema consentira la permeabilizzazione delle 
cellule di un substrato con nessun danno o con danni minimi, 
consentendo 1' introduzione o I'estrazione di molecole in o 
dalle cellule viventi elettropermeabilizzate . (Fig. 1) 
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DESCRIZIONE 

del brevetto per invenzione industriale 
di IGEA S.R.L. 

di nazionalita italiana, con sede 

a 41012 CARPI (MODENA) - VIA PARMENIDE, 10/A 

Inventori designati: MIKLAVCIC Damijan 

MiRLiuis W 20 02 AO 0 047 7, 

*** *** *** 

La presente • invenzione si riferisce ad un di- |^ 
spositivo per elettroporazione. Come ^ noto, recen- 
ti applicazioni biologiche, microbiologiche e far- '^j 
macologiche comportano 1' introduzione di molecole 
all' interne delle cellule, il che viene fatto in- ^ .| 

troducendo le molecole attraverso le membrane cel- 
lulari. 

Le molecole possono essere sostanze inorgani- 
che (per esempio farmaci) oppure molecole organiche 
(molecole di DNA, per esempio, sono note per venire 
introdotte nelle cellule) . 

Per introdurre le molecole, sono stati recen- 
temente ideati i cosiddetti metodi di elettropora- 
zione, che sono basati sull' applicazione di impulsi 
elettrici alle cellule per produrre un campo elet- 
trico che rende permeabile la struttura cellulare 
consentendo alle sostanze di penetrare nella mem- 



21 



-2- 



brana cellulare. Per esempio, la Domanda di Brevet- 
to PCT WOOl/07583 descrive un dispositivo di elet- 
troporazione in cui una tensione elettrica viene 
applicata ad un substrate comprendente cellule ed 
una corrente fluisce attraverso il substrato. La 
suddetta domanda di brevetto propone pure di rile- 
vare continuamente il rapporto della • corrente at- 
traverso il substrato rispetto alia tensione, cosi 
da ottenere una indicazione del grado di elettro- 
porazione nel substrato. Infine, la Domanda 
WOOl/07583 propone di regolare la grandezza della 
. tensione applicata in funzione dei cambiamenti del 
rapporto suddetto per ottenere un grado controllato 
di elettroporazione nel substrato. 

Tuttavia, la Domanda di Brevetto WOOl/07583. 
non insegna come usare 1' informazione relativa al 
rapporto suddetto per ottenere una informazione 
utile per il controllo .della tensione. In altre pa- 
role, WOOl/07583 descrive semplicemente la possibi- 
lity di controllare la tensione in base alia rile- 
vazione del rapporto suddetto ma non fornisce alcu- 
na reale indicazione per creare un sistema operati- 
ve in cui il controllo della tensione venga esegui- 
to con successo. 

Scopo della presente invenzione 6 quelle di 
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fornire un dispositive di elettroporazione operati- 
ve in cui il controllo della tensione applicata al 
substrate viene ottenuto per mezzo del monitoraggio 
continue del rapporto della corrente che fluisce 
attraverse il substrate e della tensione applicata 

al substrate. 

Lo scope suddette viene ottenuto mediant e la , 
presente invenzione e si riferisce ad un dispositi- 
ve di elettroporazione descritto nella rivendica- 

zione 1 o 11. 

L' invenzione verrli descritta secende i disegni 
allegati che mostrane una realizzaziene non limita- J e 

tiva dell' invenzione, in cui: ^< 

la Figura 1 mostra, in mode semplif icato, un g| 
dispositive di elettroporazione secende la presente 
invenzione; 

la Figura 2 6 un diagramma di flusse delle 
eperazieni eseguite dal dispositive di elettropora- 
zione; e 

la Figura 3 illustra un rapporto di segnale 
tra corrente e tensione basato sul mode in cui vie- 
ne eseguite il controllo dell' impulse di elettropo- 
razione S (t) . 

Nella Figura 1, il numero 1 indica un disposi- 
tive di elettroporazione realizzate secende la pre- 
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sente invenzione. In particolare, il dispositive 1 
e costituito da un generatore di segnale 3 per pro- 
durre un segnale di stimolazione S (t) che viene aiu- 
plificato da un amplif icatore di potenza 5 e appli- 
cato ad elettrodi 6, 7 attraverso un commutator e di 
alimentazione 10. Gli elettrodi 6, 7 sono accoppia- 
ti ad un substrato 12 contenente cellule viventi C; 
in particolare il substrato 12 puo comprendere una 
porzione (per esempio un tessuto) di un corpo vi- 
vente (pianta, aniiaale o uomo) o pu6 comprendere un 
substrato separate dal corpo vivente e contenuto in 
un recipiente (per esempio una coltura di animale, 
pianta, batter ica o fungale e in vitro) . 

L'applicazione del segnale di elettroporazione 
S(t) agli elettrodi 6, 7 provoca la creazione di un 
campo elettrico E(t) nel substrato 12; tale campo 
E(t) promuove, realizza o migliora la permeabiliz- 
zazione delle membrane delle cellule C rendendo 
possibile I'introduzione di molecole (organi- 
che/inorganiche) attraverso le membrane delle cel- 
lule C. 

II dispositive 1 comprende pure un generatore 
di segnale di misurazione 15 accoppiato ad un bloc- 
co misuratore 16 cooperante con gli elettrodi 6, 7 
per la determinazione dei valori istantanei della 



corrente attraverso il substrato 12, la tensione 
attualiaente applicata al substrato 12 ed il rappor- 
to GT tra corrente e tensione applicate al substra- 
to 12 (cio6 GT = ie/Vp) . 

II generatore di segnale 3, il generatore di 
segnale di misurazione 15 ed il blocco di misura- 
zione 16 sono collegati, attraverso un comune bus 
20, con una unit^ di elaborazione centrale 23 ac- 
coppiata a circuiti di interfaccia (non illustra- 
ti), per la comunicazione con dispositivi periferi- 
ci, come un display video 25, una tastiera 26 ed 

una stampante 27. 

Sotto il controllo dell'unita di elaborazione 
centrale 23 il generatore di segnale 3 genera un 
segnale S(t) comprendente uno o una serie di impul- 
si la cui ampiezza pu6 essere regolata come de- 
scritto in quanto segue. Inoltre, I'unita di elabo- 
razione centrale 23 riceve 1' inf ormazione relativa 
alia tensione Vp del segnale di stimolazione S(t) 
applicato agli elettrodi 6, 7 e la corrente ie che 
fluisce tra gli elettrodi 6, 7 attraverso il sub- 
strato 12. PiCi particolarmente, I'unit^ di elabora- 
zione centrale 23 rivela il valore istantaneo del 
rapporto GT della corrente ie che fluisce attraver- 
so il substrato 12 e la tensione Vp applicata al 
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substrate 12, cio6: GT = ie/Vp e determina il valo- 
re istantaneo del segnale S (t) . 

La conoscenza del suddetto rapporto GT viene 
usata per controllare il segnale di stimolazione 
S(t) come descritto nel diagraittma di flusso di Fi- 
gura 2 . 

Studi ed esperimenti della richiedente hanno 
rivelato che la curva Cgt che rappresenta il valore 
del rapporto GT in istanti successivi dopo 
1' applicazione del segnale di stimolazione S(t) ha |l 
una particolare forma d' onda che k rappresentata, '^l^ 
come esempio non limitative, nella Figura 3. 

Nella presentazione cartesiana di Figura 3, o « 

I'asse Y rappresenta i valori accresciuti del rap- ^5 
porto GT e I'asse X rappresenta istanti successivi 
dopo I'inizio dell'applicazione del segnale di sti- 
molazione S(t); il segnale di stimolazione S(t) es- 
sendo applicato dal tempo t = 0 in avanti. 

La curva Cst (se il processo di permeabilizza- 
zione precede) comprende una prima porzione Cgt-I 
che diminuisce dal tempo t = 0 ad un tempo t .= Tm 
in cui si raggiunge un minimo iniziale, una seconda 
porzione Cgt-H che aumenta dal tempo Tm in cui si 
raggiunge il minimo ed una terza porzione Cgt-IH 
che aumenta a velocity molto bassa o 6 sostanzial- 
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mente piatta. 

La curva Cgt (se la permeabilizzazione non e 
ottenuta e il processo di permeabilizzazione non 
precede) comprende una prima porzione Cgt-I che di- 
minuisce dal tempo t = 0 (la seconda porzione Cgt- 
II Che aumenta dal tempo Tm % assente) ed una terza 
porzione Cgt-IH che diminuisce con una velocity 
molto bassa o 6 sostanzialmente piatta. 

In particolare, il blocco 100 della Figura 1 
comanda la generazione del segnale di stimolazione 
S(t) e I'applicazione di tale segnale S(t) al sub- 
strate 12 attraverso gli elettrodi 6 e 7. 

II blocco 100 e seguito da un blocco 110 che 
introduce un ritardo Td tale che il segnale di sti- 
molazione S(t) viene applicato per almeno un perio- 
do predeterminato di tempo Td; tale periodo di tem- 
po Td avendo un valore tale che il rapporto GT ha 
il tempo di raggiungere e superare il suo valore 
minimo iniziale Tm, in particolare il rapporto GT 
alia fine del ritardo Td viene posto sulla seconda 
porzione Cgt-H della curva Cgt. 

II blocco 110 ^ seguito dal blocco 120 che de- 
termina il gradiente istantaneo dG (cio^ la penden- 
za istantanea) del rapporto GT dopo che 6 stato 
raggiunto il minimo, cio6 calcola la derivata del 
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rapporto GT, dG = d(GT)/d{t), all' inizio della se- 
conda porzione Cgt-H, o piti praticamente la diffe- 
renza deltaG = deltaGT/deltaT a Tm. II blocco 120 h 
seguito dal blocco 130 che confronta la variazione • 
istantanea calcolata dG del rapporto GT con un va- 
lore di riferimento dGrefi/ per esempio dGrefi = 1- 

in particolare, se la variazione istantanea 
calcolata dG del rapporto GT ^ superiore al valore 
di riferimento dGrefi (per esempio dG > D il blocco 
130 h seguito dal blocco 140. Se il segnale appli- |^ 
cato S(t) 6 di ampiezza troppo piccola per iniziare 
il procedimento di permeabilizzazione il primo mi- || 
nimo non viene raggiunto entro il tempo predetermi- | | 

nato Tm ed il gradiente in Td 6 inferiore ad un va- g| 
lore predeterminato dGrefz, per esempio dGref2 = 0, 
il dG al Td 6 negativo (dG < 0) ed il blocco 130 6 
seguito da blocco 180, mentre se la variazione 
istantanea calcolata dG del rapporto GT 6 minore 
del valore di riferimento dGrefi e alio stesso tempo 
maggiore di dGrefa (per esempio 0 < dG < 1) il bloc- 
co 130 h seguito dal blocco 150. 

II blocco 140 esegue una correzione urgente al 
segnale di stimolazione S(t) per evitare lesioni, 
danni o alterazioni irreversibili nel substrate 12; 
sotto tale aspetto il blocco 140 e seguito da un 
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blocco 145 Che diminuisce I'ampiezza (cio6 la ten- 
sione) del segnale di stimolazione S(t) per preve- 
nire il deterioramento nelle cellule C. 

II blocco 150 calcola la variazione media AG 
del rapporto GT (cio6 la pendenza calcolata in un 
certo periodo di tempo) in un intervallo che 6 suc- 
cessive all'instante Tm in cui il minimo % stato 
raggiunto e che ha una ampiezza di t.empo predeter- 
minata, per esempio AG - AGT/(T1-Tm) in cui Tl > Tm. 

II blocco 150 h seguito da un blocco 160 che 
confronta la variazione media calcolata AG del rap- 
porto GT con un intervallo di riferimento dei valo- 
ri AG, per esempio un intervallo di riferimento 
avente limiti zero e AGobb in cui AGobb 6 un valore 
previsto della variazione media AG al di sopra del 
quale gli impulsi corrispondenti porteranno ad una 
permeabilizzazione troppo intensa delle cellule con 
successivi danni alle cellule stesse. 

In particolare il blocco 160 esegue le seguen- 

ti funzioni: 

- se la variazione media calcolata AG del rap- 
porto GT cade nell' intervallo di riferimento (per 
esempio 0 < AG < AGobb) il blocco 160 viene seguito 

da un blocco 170; 

- se la variazione media calcolata AG del rap- 
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porto GT cade al di fuori dell' intervallo di rife- 
rimento ed 6 minore di entrambi i limiti che deli- 
mitano I'intervallo (per esempio AG < 0 < AGobb) il 
blocco 160 viene seguito da un blocco 180; e 

- se la variazione media calcolata AG del rap- 
porto GT cade all'esterno dell' intervallo di rife- 
rimento ed 6 piu grande dei limiti che delimitano 
I'intervallo (per esempio AG > AGobb > 0) il blocco 
160 viene seguito dal blocco 140. 

II blocco 180 aumenta la tensione del segnale 
di stimolazione per aumentare il valore del campo . 
elettrico E(t) applicato al substrate 12; il blocco 
180 6 quindi seguito dal blocco 110. 

II blocco 170 aumenta la tensione nel segnale g | 

di stimolazione ad una tensione obbiettivo Vopt per 
aumentare il valore del campo elettrico E(t) appli- 
cato al substrate 12 cosicche il valore di AG tenda 
al valore previsto AGobb. 

Quando la tensione obbiettivo Vopt 6 stata rag- 
giunta, il blocco 170 viene seguito da un blocco 
190 che mantiene il segnale di stimolazione alia 
tensione obbiettivo Vopt per un tempo predeterminato • 
che h sufficiente per raggiungere una completa 
elettroporazione delle cellule C. 

Infine, il blocco 190 pu6 essere seguito da un 
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blocco 195 Che interrompe 1' applicazione di impulsi 
nel segnale di stimolazione S(t) o da un blocco 200 
il quale, se necessario, continua per un ulteriore 
periodo di tempo 1' applicazione del segnale di sti- 
molazione dello stesso valore o di un valore diver- 
se (per esempio minore) , a seconds della molecola 

da introdurre. 

Nell'uso reale, gli elettrodi 6, 7 vengono ap- 
plicati al substrate 12 (rappresentato schematica- 
mente nella Figura 1) contenente cellule viventi C. 
come evidenziato in precedenza, il substrate 12 pu6 
comprendere una porzione di tessuto che costituisce 
parte di un essere vivente (uomo, animale o pianta) 
o pud comprendere un tessuto o una coltura di cel- 
lule (animale o pianta) separate da un essere vi- 
vente o da una coltura di microrganismi (batteri o 
funghi, per esempio lievito) - 

II substrate 12 viene pure applicato ad un 
substrate (organico e inorganice e biopelimerico) 
30 da introdurre nelle cellule C. La sostanza 30 
pu6 essere applicata in vari modi, alcuni dei quali 
sene elencati in seguite a titelo di esempio non 
limitative: 

- applicazione diretta della sostanza al sub- 
strate 12 per esempio applicande al substrate un 
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fluido contenente la sostanza; 

- applicazione indiretta della sostanza, per 
esempio introducendo la sostanza nel sistema circo- 
latorio della porzione di tessuto che costituisce 

il substrate; e 

- iniettando la sostanza, cxoh usando elettro- 
di aghiformi 6, 7 (non illustrati) , ciascuno avente 
un condotto centrale contenente la sostanza da 
iniettare nella porzione di tessuto che costituisce ^ 
il substrate. La sostanza puo anche essere inietta- ||^ 
ta usando aghi separati dagli elettrodi. 

La sostanza 30 introdotta pu6 essere inorgani- | - 

ca o organica o biopolimerica, per esempio g< 

o I 

- un acido nucleico; ^ g 

- una molecola di DNA contenente sequenze re- 
golatrici e una sequenza che codifica per i geni 
terapeutici o i geni che interessano per scopi bio- 
medici o biotecnologici; 

- un oligonucleotide, naturale (f osf odiesteri) 
o modificato (all' interne della struttura dell' oli- 
gonucleotide, come fosfosolfati, o alle estremita, 
per aggiunta di gruppi per proteggere gli oligonu- 
cleotidi dalla digestione della nucleasi; la de- 
scrizione delle modifiche degli oligonucleotidi es- 
sendo non limit ante) ; 
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- una proteina o peptide, naturale oppure mo- 
dificata genet icamente o chimicamente, estratta da 
fonti natural! o ottenuta per sintesi, oppure una 
molecola che Simula la struttura di una proteina o 
peptide, qualunque sia la sua struttura; 

- un agente citotossico, il particolare I'an- 
tibiotico bleomicina o la cisplatina; 

- una penicillina; e 

- altri agenti f armacologici . 

II substrate 12 puo anche essere trattato sen- 
za 1' applicazione di una sostanza quando lo scopo % 
quello di estrarre dalle cellule C una molecola 
(organica o inorganica o biopolimerica) contenta in 
o prodotta dalle cellule C. In particolare, la pro- 
duzione di proteine o molecole organiche piccole 
formate mediante cellule modif icate geneticamente o 
cellule scelte geneticamente, pud essere raccolta 
dalle cellule di produzione mediante la procedura 
controllata ottenuta con il dispositive descritto 

nella presente. 

II dispositive di elettroporazione 1 viene at- 
tivato per generare un impulse e un trene di impul- 
si (blocco 100) Che sono distanziati I'uno rispetto 
all'altro. L' elettroporazione delle cellule viene 
quindi iniziata ed il rapporte GT inizia a scendere 
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dopo la prima porzione della curva Cgt (cio6 Cgt-I).. 

Gli impulsi vengono applicati per un period© 
di tempo (blocco 110) cosicch§ 11 rapporto GT rag- 
giunge il suo minimo al tempo Tm; per eserapio il 
periodo Td pud essere di 15 us. 

Quindi, per evitare danni alle cellule si 
esegue un immediato controllo (blocchi 120 e 130) 
per vedere se, dopo aver raggiunto il minimo, la 
curva Cgt ha un aumento troppo rapido (dG > 1); ^.^ 
in effetti un aumento tropo rapido dopo il minimo 
^ una chiara indicazione di danni irreversibili |^ 
alle cellule (sotto questo aspetto vedi la curva ^| 
CGT-irreversmxe riportata nella Figura 3). Nel caso dx g| 
una indicazione riscontrata di danni irreversibili, g J 

si intraprende una azione di correzione (blocchi 
140 e 145) diminuendo immediatamente la tensions 
applicata cosi da impedire il danno finale alle 
cellule. 

Nel caso in cui non si rilevi alcuna indica- 
zione di danno la pendenza media della curva Cgt 
viene esaminata (blocco 150) per vedere se e come 
le cellule vengono permeabilizzate. 
In particolare: 

- se la variazione media calcolata AG del rap- 
porto GT scende entro un intervallo di riferimento 
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(0 < AG.< AGobb) si riscontra una situazione di ini- 
zio normale del procedimento di permeabilizzazione 
dalle cellule ed il procedimento di permeabilizza- 
zione viene normalmente proseguito aumentando la 
tensione (blocco 170) cosicch^ il valore di AG ten- 
de al valore previsto AGobb; 

- se la variazione media calcolata AG del rap- 
porto GT cade all'esterno dell' intervallo di rife- 
rimento ed % minore di entrambi i limiti che deli- 
mitano 1' intervallo (AG < 0 < AGobb) non si awerte 
alcun inizio della permeabilizzazione (sotto questo |j- 
aspetto vedi la curva Cct-no-pekm) e la tensione viene || 
aumentata (blocco 180) per iniziare il procedimento | ^ 

di permeabilizzazione; 

- se la variazione media calcolata AG del rap- 5 | 

porto GT cade all'esterno dell' intervallo di rife- 
rimento ed ^ superiore ad entrambi i limiti che de- 
limitano 1' intervallo AG > AGobb > 0) si awerte una 
situazione potenzialmente pericolosa e si esegue 
quindi una azione correttiva (blocchi 140 e 145) . 

L'operazione suddetta pud anche essere esegui- 
ta usando, invece del rapporto GT = ie/Vp, qualsia- 
si combinazione matematica della corrente ie e del- 
la tensione Vp. 

Inoltre, le operazioni suddette possono anche 
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essere eseguite usando, invece di qualsiasi combi- 
nazione matematica della corrente ie e tensione Vp, 
il valore della corrente ie- In effetti, la corren- 
te ie ha una forma molto simile a quella del rap- 
porto GT presentato nella Figura 3. 

Nel case suddetto tutte le operazioni descrit- 
te con riferimento ai blocchi 100-200 vengono ese- 
guite direttamente sulla corrente ie- Per esempio, 
il blocco 120 determina la variazione istantanea 
die della corrente ie, il blocco 130 confronta la 
variazione istantanea die con i valori di riferi- 
mento, il blocco 150 calcola una variazione media 
Aie della corrente ed il blocco 160 confronta la 
variazione media calcolata Aie con i valori di ri- 
ferimento . 

Secondo la realizzazione suddetta, e necessa- 
ria una attrezzatura piti seraplice per la misurazio- 
ne ed il calcolo ed il dispositive di elettropora- 
zione fornisce un segnale di stimolazione estrema- 

mente "^quadro" . 

quindi chiaro che, secondo la presente in- 

venzione, la curva Csr viene costantemente monito- 
rata ed il segnale di stimolazione viene applicato 
in modo modificato a seconda della forma d'onda ri- 
levata di una porzione iniziale della curva Cgt- 
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In particolare, 1' applicazione del segnale di 
stimolazione dipende dalla forma della curva Cgt, 
in particolare dalla pendenza nel particolare punto 
di tempo. 

Studi ed esperimenti eseguiti dai richiedenti 
hanno rivelato che controllando il procedimento di 
permeabilizzazione come prima evidenziato, cio^ fo- 
calizzando I'analisi nella parte iniziale della 
forma d'onda che corrisponde all' istante iniziale 
in cui il procedimento h stato awiato, ma la per- 
meabilizzazione • reale non si 6 ancora verificata, 
permette da un lato di evitare danni alle cellule e 
dall'altro lato di ottenere la permeabilizzazione 
delle cellule. 
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RIVElilDICAJSIOMI 

1. Dispositivo di elettroporazione per la 
permeabilizzazione di. cellule (C) contenute in un 
substrate (12) comprendente mezzi di generazione di 
segnale (3) per generare un segnale di stimolazione 
(S(t)) applicato mediante elettrodi (6, 7) al sub- 
strate (12) in cui si induce un campo elettrico 
(E(t)) Che penaeabilizza le membrane cellulari; il 
dispositivo essendo " caratterizzato dal f atto di 

comprendere: 

- mezzi per misurare, calcolare e controllare 
(15, 16, 23) il valore istantaneo di una combina- 
zione matematica (GT) di corrente (ie) che fluisce 
tra detti elettrodi (6, 7) e attraverso il substra- 
te (12) e la tensione (Vp) del segnale di stimola- 
zione (S(t)) applicato al substrate (12) per mezzo 
di detti elettrodi (6, 7) ; 

- detto dispositivo comprendendo inoltre mezzi 
di controllo (100-170) per applicare il segnale di 
stimolazione in modo controllato secondo la forma 
d' onda di una porzione iniziale della curva Cor che 
rappresenta il valore della combinazione matematica 
(GT) in istanti successivi dopo 1' inizio dell'ap- 
plicazione del segnale di stimolazione (S(t)). 

2. Dispositivo secondo la rivendicazione 1, 
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in cui detto mezzo di controllo (100-170) comprende 
mezzi di temporizzazione (110) per applicare detto 
segnale di stimolazione per un periodo di tempo 
predeterminato Td ed analizzare la porzione inizia- 
le della forma d' onda della curva Cgt dopo che 6 
stato raggiunto un valore minimo in detta curva Cgt • 
per rivelare un valore minimo della curva Cgt entro 
I'intervallo t = 0 e t = Td. 

3. Dispositive secondo la rivendicazione 1 o 
2, in cui detto mezzo di controllo (100-170) calco- 
la la pendenza della forma d'onda della curva Cgt 
dopo che d stato raggiunto un minimo nella curva 
Cgt- 

4. Dispositive secondo una qualsiasi delle 
rivendicazioni precedenti, in cui detto mezzo di 
controllo (100-170) comprende mezzi di rilevazione 
di allarme (120) che determinano il gradiente 
istantaneo (dG) di detta combinazione matematica 
(GT) dopo che 6 stato raggiunto un minimo in detta 
curva Cgt; 

detto mezzo di controllo comprende inoltre un 
primo mezzo di confronto (130) per confrontare il 
gradiente istantaneo calcolato dG con almeno un va- 
lore di riferimento (dGrefi) e selezionare mezzi di 
correzione (140, 145) per eseguire una correzione 
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urgente del segnale di stimolazione S (t) onde evi- 
tare lesioni, danni o alterazioni irreversibili di 

detto substrate (12) . 

5. Dispositive secondo la rivendicazione 4, 
in cui detto mezzo di correzione (140, 145) dimi- 
nuisce la tensione del segnale di stimolazione S(t) 
per impedire il deterioraitiento delle cellule (C) . 

6. Dispositivo secondo una qualsiasi delle 
rivendicazioni precedenti, in cui detto mezzo di 
controllo (100-170) comprende mezzi di determina- 
zione della pendenza (150) calcolando la variazione 
media AG di detta combinazione matematica (GT) in 
un intervallo di tempo successive all' instante Tm 
in cui 6 stato raggiunto il minimo nella curva (Cgt) 
e che ha una ample zza di tempo predeterminata ; 

detto mezzo di controllo comprendendo inoltre 
secondi mezzi di confronto (160) che confrontano la 
variazione media calcolata AG di detta combinazione 
matematica GT con un intervallo di riferimento dei 
valor i AG. 

7. Dispositivo secondo la rivendicazione 6, 
. in cui detto secondo mezzo di confronto (160) ese- 
gue le. seguenti funzioni: 

- se la variazione media calcolata AG di detta 
combinazione matematica GT cade entro 1' intervallo ||| 
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di riferimento (0 < AG < AGobb) si scelgono mezzi di 
prosecuzione (170) ; 

- se la variazione media calcolata AG di detta 
coinbinazione matematica GT cade all'esterno del- 
I'intervallo di riferimento ed e minore di entrambi 
i limiti Che delimitano 1' intervallo (AG < 0 < AGobb) 
si scelgono mezzi di regolazione (180) ; e 

- se la variazione media calcolata AG di detta 
combinazione matematica GT cade all'esterno del- 
1' intervallo di riferimento ed § piii grande di en- | 
trambi i limiti che delimitano 1' intervallo (AG > 
AGobb > 0) si scelgono mezzi di correzione (140) . 



8. Dispositive secondo la rivendicazione 1, Q| 
in cui detto mezzo di regolazione (180) aumenta la 
tensione del segnale di stimolazione per aumentare 
il valore del campo elettrico E(t) applicato al 
substrate (12); detto mezzo di regolazione (180) 
seleziona success ivamente detto mezzo per calcolare 
e monitorare (15, 16, 23) il valore istantaneo di 
detta combinazione matematica (GT) e detto mezzo di 
controllo. 

9. Dispositive secondo la rivendicazione 7, 
in cui detto mezzo di prosecuzione (170) aumenta la 
tensione del segnale di stimolazione ad una tensio- 
ne obbiettivo Vept per aumentare il valore del campo 
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elettrico E(t) applicato al substrate (12) cosicche 
il valore di detta variazione media AG tenda ad es- 
sere un valore previsto AGobb - 

10. Dispositive secondo una qualsiasi delle 
rivendicazioni precedenti, in cui detta combinazio- 
ne matematica comprende il rapporto GT tra detta 
coxrente (ie) e detta tensione (Vp) . 

11. Dispositive di elettroporazione per la 
permeabilizzazione di cellule (C) centenute in un || 
substrate (12) comprendente un mezzo di generazione ^.-"^ 
di segnale (3) per generare un segnale di stimola- g| 
zione (S(t)) applicato mediante elettrodi (6, 7) al g| 
substrate (12) in cui si induce un campo elettrico g| 
(E(t)) Che permeabilizza le membrane cellulari; 

il dispositive essendo caratterizzato dal fat- 
to di comprendere: 

- mezzi per misurare, calcolare e monitorare 
(15, 16, 23) il valore istantaneo della corrente 
(ie) Che fluisce tra detti elettrodi (6, 7) e at- 
traverso il substrate (12) ; 

- dette dispositive comprendendo inoltre mezzi 
di controllo (100-170) per applicare il segnale di 
stimolazione in mode controllato secondo la forma 
d'enda di una porziene iniziale della curva rappre- 
sentativa del valore della corrente (ie) in istanti 
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successivi dopo I'inizio dell' applicazione del se- 
gnale di stimolazione (S (t) ) . 

12. Uso di un dispositive come descritto in 
una qualsiasi delle rivendicazioni precedent i, per 
estrarre molecole dalle cellule viventi comprese 

nel substrato. 

13. Uso di un dispositive second© una qual- 
siasi delle rivendicazioni precedent! per introdur- 
re molecole nelle cellule viventi. . 

14. Uso del dispositive secondo la rivendica- 
zione 13, in cui dette molecole sono costituite da 

una delle seguenti: 

- una molecola di DNA contenente sequenze re- 
golatrici e sequenze codificanti per geni terapeu- 
tici o geni che interessano per scopi biomedici o 

biotecnologici; 

- un oligonucleotide, naturale (fosfodiestere) o 
modificato (all'intemo della struttura dell' oligo- 
nucleotide, come fosfo solfati, o alle sue estremit^, 
per addizione di gruppi per proteggere gli oligonu- 
cleotidi dalla digestione da parte della nucleasi; 

- una proteina o peptide, naturale oppure mo- 
dificato geneticamente o chimicamente, estratto da 
fonti naturali o ottenuto per sintesi, oppure una 
molecola che Simula la struttura di una proteina o 
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peptide, qualunque sia la sua struttura; 

- un agente citotossico, in particolare I'an- 
tibiotico bleomicina o la cisplatina; 

- una penicillina; e 

- altri agenti f ainnacologici . 

15. Dispositive di elettroporazione come de- 
scritto nei disegni allegati. 
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